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論 文 内 容 要 旨
生体内には,不斉中心を有する微量生理活性物質が数多 く存在する。一般にこれ ら立体異性体
の示す作用 は相互 に異なるため,生 合成,代 謝機構を解明 し,生理的意義を明 らかにするうえで,
感度,特 異性に優れる測定法が必簑となる。
一方,今 日多岐にわたる医薬品が開発され,ラ セミ型薬物 も数多く臨床に提供されている。近
年,医 薬品の有効性 と安全性を確保するため,ラ セミ型薬物の生体内運命が検討されており,光
学異性体の吸収,分 布,代 謝,排 泄が相互 に異なることが指摘されている。このため,優 れた医
薬品の開発,合 理的な投与計画の設定に体内動態の正確な把握が重要 とされ,信頼度の高い分析
法の確立が緊急の課題となっている。
生体内微量物質の測定 には,ク ロマ トグラフ法,な かでも揮発性,熱 安定性に乏 しい化合物の
分析に威力を発揮する高速液体クロマトグラフィー(HPLC)が広 く利用 されている。 しか し,
立体異性体 は物理的,化 学的性質が相互に酷似するため一般に両者の分離は容易ではない。
そ こで分離能,感 度 に優れ る蛍光検出HPLCと検出指向誘導体化法(detection-oriented
derivatiza七ion)を組み合わせ,こ れ ら立体異性体の高感度分析法の開発を企てた。 まず,胆 汁
酸生合成機構 との関連か ら注 目される5β一コレスタン酸C-25異性体を取 り上げ,反応性 に富
む3α位のエカ トリアル性水酸基を介す る蛍光誘導体化法を考案 し,C-25異性体の高感度測定
法を確立 した。さらに本法を肝ペルオキシソームの欠損するZellweger症候群患者の尿中5β 一
コレスタン酸C-25異性体の測定に応用 した。ついで水酸基を有す る光学異性薬物 を対象 とし
た新規HPLC用軸性不斉蛍光誘導体化剤2'一methyl一および2'一methoxy-1,1'一binaphthalene-2-
carbonylcyanideを合成 し,不斉中心にアルコール性の二級水酸基を持っ β一遮断薬光学異性
体の高感度測定に適用す るとともに,ラ セ ミ体投与時におけるそれらの血中濃度の測定を試みた。
1.尿中5β一コレスタン酸C-25異性体の測定
胆汁酸生合成の最終段階である3α,7α一dihydroxy一および3α,7α,12α一tr止ydroxy-5β一
cholestanoicacid(DHCA,THCA)の側鎖切断反応は,脂肪酸のβ酸化と同様肝のペルオキ シ
ソーム画分で営まれ る。本胆汁酸 は25位に不斉中心を有 しており,生合成機構 との関連から,そ
の立体化学に関心が もたれる。
まず,遊 離型,グ リシンならびにタウリン抱合型Cη胆汁酸C-25異性体を調製 し,逆 相 クロ
マ トグラフィーにおけるそれらの溶出挙動に検討を加えた。その結果pHの低下とともに遊離型
では6.5から,グ リシン抱合型では5.5付近から保持値の急激な増大がみられた。 このような現象
は26位抱合形式の持っpKa値で説明され,解 離i型か ら非解離型への移行に伴い,溶 質の疎水性
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Fig.1.Formationof3一(1-Anthroyl)Derivativesof5S-CholestanoicAcids.
が増大するためと考えられる。一方,C-25異性体の分離は,移動相の液性に影響 を受けず,常
に25S体が早 く溶出され,分 離係数(α)も1.1以上と両者の相互分離 も十分可能であった。 し
か し,UVモニタリング(205nm)における検出感度 は,グ リシン抱合型で30ng程度 と低 く,
ヒト尿試料に適用するには不十分であった。そこでこれらCη胆汁酸 が3α位に反応性に富むエ
カトリアル性水酸基を有することに着目し,アル コール性水酸基用 プ レラベル化剤1-anthroyI
nitrile(1)を用いる誘導体化法を検討 した(Fig.1)。その結果,塩 基 としてキヌクリジン存在
下アセ トニトリル中両者を60℃,20分加温するとき定量的に対応す る3一(1一アンス ロイル)誘 導
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Fig.2.SeparationofC-25EpimericTHCAinUrinefroma
PatientwithZellwegerSyndrome.
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体を与え ることが判明 した。 カ ラムにCosmosil5C18を,移動相に0.3%リン酸緩衝液(pH7.0)一
メタノールを用い るとき,C-25異 性体 は抱合型式 ご とに明 確 に分離 され,蛍 光 モ ニ タ リング
(Ex370nm,Em470nm)におけ る検 出限界 も20pgときわめて高感度であ った。っ いで尿試 料
の ク リー ン ・アップ法を吟味 し,Zellweger症候群患者 尿 中 のTHCAC-25異 性体 を測 定 した
ところ,遊 離型画分 で は両者 の比が16:1と25R体 の方 が優位 を 占め るのに対 し,グ リ シンな
らびに タウ リン抱合体 で はそれぞれ1.2:1,L6:1で あ った(Fig.2)。生体 内 にお いて α一 ア
リルプ ロピオ ン酸系抗炎症薬 はR体 か らS体 へ一方的 に異性化す る ことが知 られて い るが,両
者 の構造 の類似性 を考 え る時興 味深 い。
2.血中プロプラノロール光学異性体の測定
HPLCで光学異性体を分離する方法は,原理的に二者に大別される。そのひとっは光学活性の
充填剤あるいは移動相を用 い直接分離する方法であり,他のひとっは光学活性な誘導体化剤と縮
合させジアステレオマーに導いたのち,通常のカラム,移動相で分離する方法である。一般に,
光学異性薬物 は体液中に微量にしか存在せず,し かも多量に共存する内因性爽雑物による妨害を
受 けやすいため,そ の測定 にはジアステレオマー法が有利 といえる。
こうした観点から,まず光学活性誘導体化剤として発蛍光団に軸性不斉の ビナフチルを,反
応活性基 としてカルボニル 。シァニ ドを配 した(一)一2'一methyl-1,r-binaphthalene-2-carbonyl
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Fig.3.DerivatizationofS-AdrenergicBlockerEnantiomerswith
(十)一2'一Methyl-1,1'一binaphthalene-2-carbonylCyanide.
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cyanide(II)を調製 した。っいでモデル化合物としてβ一ヒ ドロキシ脂肪酸メチルエステル4
種をとりあげIIとのジアステレオマーに誘導後HPLC分離を検討 した。 その結果,順 相系カラ
ムを用いる時いずれも分離度R>L9と完全に分離 され,本誘導体化剤がアルコール性水酸基を
持つ光学異性体のHPLC分離に有用なことが判明 した。
β一遮断薬は,分子内に不斉中心を持 っており,ラセ ミ体 として投与されるものも少なくない。
これ ら光学異性体の分離には,二級アミ.ノ基を介 した誘導体化法が工夫 されているが,異性体相
互の分離が十分でないばか りか,N-isopropyl型には適用できるものの,N-tert-butyl型では立
体障害のたあジアステレマーへの誘導が困難 となる。そこでβ一遮断薬がいずれも不斉中心に二
級水酸基を持っ ことに着目し,Hを用いるジアステレオマー法に検討を加えた(Fig.3)。まず,
誘導体化条件を精査 したところ,ア セ トニ トリル中0.01%キヌクリジン存在下1と60℃,20分
加温するとき,β 一遮断薬は水酸基を介 して縮合 し,定量的に対応する発蛍光性エステルに誘導
されることが判明 した。なお,生 成物の構造については有機化学的手法な らびに'H-NMRによ
り確認 した。ついでジアステレオマーのHPLCにおける溶出挙動を吟味 し,カ ラムに順相系の
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Fig.4.Chroma七〇gramsof(一).and(十)一PropranololsinHumanPlasma.
a)Controlplasma;b)plasmaspikedwith(一)一propranolol(25ng/ml),
(十)一propranolo1(13ng/ml)and(÷)一bufuralo1(10ng/ml);c)plasma
obtainedlhrafteroraladministrationof(ｱ)一propranolol(10mg).
1=(一)一Propranolol;2=(十)一propranolol;3=(十)一bufuralol(IS).
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SphericalSilicaを,移動相 に0。3%のメ タノールを含 むヘキサ ン/酢酸 エチル を用 い る分 離条件
を設定 した。因 みに,蛍 光 モニタ リング(Ex318nm,Em408nm)にお け る検 出 限界 は200pg
であ った。
体液中薬物 の測定で は,複 雑 なマ トリックス中 に含 まれ る測定対象物 を損失 や変質 を伴 うこと
な く効率 よ く濃縮す る操作,い わゆ る前処理 が きわめて重 要な ステ ップとな る。 そ こでODS系
シ リカを充填 したSep-pakC18カー トリッジと疎水性 イ オ ン変 換 ゲ ルcarboxymethylSephadex
LH-20(CM-LH-20)を組 み合 わせた ク リー ン・ア ップ法を工夫 し,血 中 プ ロプ ラノ ロール
光学 異性体 の測定 法を確立 した(Fig.4)。
3.血中ペンブ トロール光学異性体の測定
近年,低 濃度で強い薬理効果を発現するβ一遮断薬が開発されてきている。これら光学異性体
の体内動態を把握するにはより感度に優れる方法が要求される。一方,ナ フタレン,ア ントラセ
ンなどの芳香核に一NR,や一〇Rなどの電子供与性の官能基を導入す ると蛍光強度の増大するこ
とが知 られている。そこで先の知見をもとに,Hの 一CH,を一〇H、に置き換えた新規軸性不斉誘
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Fig.5.Derivatizationofβ 一AdrenergicBlockerEnantiomerswith
(aS)一2'一Methoxy-1,1'一binaphthalene-2-carbonylCyanide.
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導体 化剤,(aS)一27-methoxy-1,r-binaphthalene-2-carbonylcyanide(皿)を調製 した。 っ いで
β一遮断薬プ ロプ ラノロール,ブ フラロール,ペ ンブ トロールを取 り上 げ縮合条件 を検討 したと
ころ,ア セ トニ トリル中0.1%キヌク リジ ン存在下60℃,20分加温す るとき,定 量的に対 応す る
発蛍光性 エステルを与えた(Fig.5)。こ こに生成す るジアステ レオマーは,マ ススペク トルに お
いてMcLafferty転位 に基 づ くメ トキシナフタ レンカルボ ン酸 のイオ ン(m/z328)を与 え るこ
とか ら,β 一遮 断薬の水酸 基を介 して縮合 した構造 が確認 され た。 これ らジアステ レオマーは,
カ ラムに1頂相系 のCosmosi15SLを,移動相 に0.005-0.1%トリエチルア ミンを含むヘ キ サ ン/
酢酸 エチルを用 い るとき明確 に分離 され(Fig.6),蛍光 モニタ リング(Ex290nm,Em405nm)
にお ける検 出限界 も20pgと,皿 を用 いる場合 に比 し10倍も高感度で あった。 ひきっづ きN-ter七一
butyl型の例 と してペ ンブ トロールを取 りあげ,血 液試料 のク リー ン ・ア ップ法 を吟味 し,そ の
高 感度測定法 を構築 す るとともに,ラ セ ミ体投与時における光学異性体 の血中濃度を測定 した。
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Fig.6。ChromatogramsofDiastereomericEstersDerivedfromβ 一Adrenergic
BlockerEnantiomerswith(お)一2'一Me七hoxy-1,1'一binaphthalene-2-carbonyl
Cyanide.
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審 査 結 果 の 要 旨
近年,立 体異性,光 学異 匹生理活性物質の体内動態に強い関心が持たれており,このためそれ
らの信頼度の高い測定法の確立が望まれている。本研究は,ア ルコール性水酸基の誘導体化法と
蛍光検出高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)を組み合わせ,体 液中のそれら異性体の高感度
測定法の開発を試みたものである。
まず,コ レステロールからの胆汁酸生合成の中間体であるCη胆汁酸を取 りあげ,C-25立体
異性体のHPLC分離を検討 した。すなわち,これがステロイ ド核上3α位に,よ り反応性 に優れ
るエカ トリアル性水酸基を持つ ことに着目し,発蛍光団としてアントラセンを,反応活性基 とし
てカルボニル ・シアニ ドを配 した水酸基用蛍光プレラベル化剤を用いる誘導体化法を考案すると
ともに,生体試料の効果的なクリーン・アップ法を工夫 し,蛍光検出HPLCによる立体異性体
の高感度測定法を確立 した。ついで本法をペルオキシソーム欠損症であるZellweger症候群患者
尿に適用 し,遊離型では25R体が圧倒的に優位であるにもかかわ らず,グ リシンおよび タウ リ
ン抱合型ではR体 とS体の比がほぼ1:1と 抱合形式により大 きく異 なることを初めて明 らか
にした。 この知見は,生体内における25R体か らS体への異性化を示唆す るものであ り,α 一
アリルプロピオン酸系抗炎症薬 との関連から注目される。
ひきっづ きβ一遮断薬光学異性体の血中濃度測定法の開発を行なった。β一遮断薬は,構造上
イソプロピルア ミノ型およびト ブチルア ミノ型に区別される。従来,分 子内の二級 ア ミノ基を
利用するジアステレオマー法が知 られているが,立体障害の大きい七一ブチルァ ミノ型に適用す
ることは困難である。まず,反 応活性基 としてカルボニル ・シアニ ドを有す る軸性不斉のメチル
ビナフタレン誘導体を新たに調製 し,不斉中心の二級水酸基を介する誘導体化法を確立 した。つ
いでODS系の担体を充填 したカー トリッジおよび疎水性イオ ン交換ゲルCM-LH-20を用 い
る生体試料のクリーン・アップ法を考案 し,蛍光検出HPLCによる血中プロプラノロール光学
対掌体の測定法を開発 した。
最近,低 濃度で有効な β一遮断薬が開発されてきており,よ り感度に優れるジアステレオマー
法の確立が望まれている。そこで ビナフチル基に電子供与性のメトキシル基を導入 した新規軸性
不斉 カルボニル ・シアニ ドを調製 した。っいで,β 一遮断薬光学異性体との定量的縮合条件に検
討を加え,高 感度測定法を確立するとともに,ラ セミ型ペ ンブトロール投与時の光学対掌体の血
中濃度測定に応用 した。本法は,検 出感度がS/N-5で20pgときわめて高感度であり,ラ セ ミ
体投与時におけるβ一遮断薬光学異性体の体内動態の解明にすこぶる有用と考えられた。
以上本論文は,反応活性基としてカルボニル ・シアニ ドを配 した新規プレラベル化剤を用いる
誘導体化法を考案 し,蛍光検出HPLCによる生体内立体異性体,光 学異性体の高感度測定法を
開発するとともに,生体試料に適用 してその有用性を実証 したものであり,学位論文 として十分
価値 あるものと認める。
一84一
